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k57 Resumen:
Procedimiento de puricacion de aminoacidos glico-
silados aptos para la sntesis en fase solida de gli-
copeptidos.
Se propone un procedimiento de puricacion de
aminoacidos glicosilados aptos para su utilizacion en
la sntesis de glicopeptidos mediante la tecnologa
en fase solida. Durante las reacciones de glicosi-
dacion de aminoacidos se obtienen conjugados entre
aminoacidos y azucar (sintones glicosilados) que es
necesario puricar. Para ello se utiliza simple agua
desionizada en la puricacion por cromatografa en
fase reversa a nivel preparativo.
El procedimiento de la invencion permite disponer
de cantidades del orden de gramos de los mencio-
nados sintones glicosilados puricados lo que es cru-
cial para el desarrollo de glicopeptidos con actividad
biologica como posibles farmacos. Por tanto el pro-
cedimiento es de interes principalmente para el sector
farmaceutico as como para el mercado de derivados
para la investigacion sobre compuestos bioactivos.
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DESCRIPCION
Procedimiento de puricacion de aminoacidos
glicosilados aptos para la sntesis en fase solida de
glicopeptidos.
Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencion es un pro-
cedimiento de puricacion de aminoacidos glico-
silados aptos para la sntesis en fase solida de gli-
copeptidos. El procedimiento de la invencion es
de interes principalmente para el sector farma-
ceutico en la obtencion de sintones para la prepa-
racion de neoglicopeptidos con actividad farma-
cologica. Asimismo, el procedimiento tiene apli-
cacion en Qumica Fina en el mercado de deriva-
dos para la investigacion sobre compuestos bioac-
tivos.
Estado de la tecnica
Las tecnicas de sntesis de peptidos sobre so-
porte polimerico (fase solida) [G. Barany, B.R.
Merrield, Solid-Phase Peptide Synthesis, in The
Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. E. Gross,
J. Meienhofer, eds., Academic Press, New York,
1979, Vol. 2, pp. 1-284], han sido aplicadas con
exito a la sntesis de glicopeptidos mediante el
uso de Fmoc (fluoren-9-ilmetoxicarbonilo) como
grupo protector temporal [H. Paulsen, G. Merz,
U. Weichert, Solid-Phase Synthesis of O -glyco-
peptide Sequences, Angewandte Chemie Inter-
national Edition English, 27, 1365-1367 (1988)];
[E. Bardaj, J.L. Torres, P. Clapes, F. Albericio,
G. Barany, G. Valencia, G., Solid-Phase Synt-
hesis of Glycopeptide Amides under Mild Con-
ditions: Morphiceptin Analogues. Angewandte
Chemie International Edition English, 29, 291-
292 (1990)]; [M. Meldal, Glycopeptide Synthesis
in Neoglucoconjugates: Preparation and Applica-
tion. Y.C. Lee, R.T. Lee, eds., Academic Press,
Orlando, 1994, pp. 144-198]. La sntesis de
Fmoc-aminoacidos glicosilados y su posterior in-
corporacion a la cadena de aminoacidos que se va
formando es la estrategia mas utilizada frente a
la glicosidacion de peptidos enteros.
La preparacion de sintones glicosilados es el
paso limitante en el proceso de sntesis de gli-
copeptidos. La formacion de impurezas parecidas
estructuralmente durante la reaccion de glicosi-
dacion hace necesario incluir al menos un paso
de purircacion cromatograca. Normalmente,
la glicosidacion se lleva a cabo con azucares pro-
tegidos en sus funciones hidroxilo sobre amino-
acidos protegidos tanto en la funcion N como
en al C [J.L. Torres, E. Bardaj, G. Valencia,
Synthesis of Glycosyl Neuropeptides, in Methods
in Neurosci., P.M. Conn Ed., Academic Press,
San Diego, 1991, Vol. 6, pp. 35-494]; [B.G. de
la Torres, J.L. Torres, E. Bardaj, P. Clapes, N.
Xaus, X. Jorba, S. Calvet, F. Albericio, G. Va-
lencia, Improved Method for the Synthesis of O-
Glycosylated Fmoc Amino Acids to be used in the
Solid -phase Glycopeptide Synthesis (Fmoc=fluo-
ren-9-ylmethoxycarbonyl). J. Chem. Soc., Chem
Commun, 965-967 (1990)]. Los conjugados pro-
tegidos completamente se purican por cromato-
grafa en columna sobre slica y alternativamente
por cromatografa en fase reversa [ver referencias
anteriores]. En un paso posterior, el grupo car-
boxilo debe ser desprotegido y el sinton resul-
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tante puricado mediante cromatografa lquida
de alta ecacia en fase reversa (reversed-phase
high performance liquid chromatography, RP-
HPLC) [ver referencias anteriores]. Se ha descrito
otro metodo de sntesis [M. Elofsson, B. Walse,
J. Kihlber, J., Building Blocks for Glycopeptide
Synthesis: Glycosylation of 3 -Mercaptopropionic
Acid and Fmoc Amino Acids with Unprotected
Carboxyl Groups. Tetrahedr. Lett., 32, 7613-
7616 (1991)] en el que se utilizan aminoacidos
con la funcion carboxilo libre y se purican los
sintones resultantes por RP-HPLC a nivel semi-
preparativo (decenas de milgramos). En todo el
estado de la tecnica conocido se describe la puri-
cacion de sintones glicosilados por RP-HPLC me-
diante un sistema de eluyentes agua/acetonitrilo
en presencia de acido trifluoroacetico (TFA) [ver
referencias anteriores]. Modicadores como el
TFA son profusamente utilizados en RP-HPLC
porque estabilizan el pH del medio y facilitan
el fenomeno conocido como par ionico, que re-
sulta en picos cromatogracos mas estrechos y
por consiguiente aumenta la resolucion [D. Guo,
C.T. Mant, R.S. Hodges, Eects of Ion-Pairing
Reagents on the Prediction of Peptide Reten-
tion in Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography, J. Chromatogr., 386, 205-222
(1987)].
Breve descripcion de la invencion
El objeto de la presente invencion es un
procedimiento para la puricacion de aminoaci-
dos glicosilados aptos para su utilizacion en la
sntesis de glicopeptidos mediante la tecnologa
en fase solida. Durante las reacciones de glico-
sidacion de aminoacidos se obtienen conjugados
entre aminoacido y azucar (sintones glicosilados)
que es necesaro puricar. Disponer de cantidades
del orden de gramos de tales sintones es crucial
para el desarrollo de glicopeptidos con actividad
biologica como posibles farmacos. Entre tales gli-
copeptidos se encuentran los derivados glicosila-
dos de encefalinas con actividad analgesica [J.M.
Garca-Anton, J.L. Torres, G. Valencia, F. Reig.,
Sntesis de Glicoencefalinas derivadas de Hyp5.
Patente Espa~nola, n solicitud: 8801504, (1988)];
[R.E. Rodrguez, F.E. Rodrguez, M.P. Sacristan,
J.L. Torres, G. Valencia, J.M. Garca-Anton, New
Glycosylpeptides with High Analgesic Activity.
Neurosci. Lett. 101, 89-94 (1989)]; [R. Polt, F.
Porreka, L.Z. Szabo, E.J. Bilsky, P. Davis, T.J.
Abbruscato, T.P. Davis, R. Horvath, H.I. Yama-
mura, V.J. Hruby, Glycopeptide Enkephalin Ana-
logues Produce Analgesia in Mice: Evidence for
Penetration of the Blood-Brain Barrier. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 91, 7114-7118 (1994)].
No se conocen metodos de obtencion de sinto-
nes glicosilados escalables porque los metodos de
sntesis disponibles general unas impurezas que
hacen imprescindible la inclusion de una etapa de
puricacion de alta resolucion por cromatografa.
Con los procedimientos utilizados hasta el mo-
mento actual, indicados en el apartado de estado
de la tecnica, se obtienen cantidades del orden
de milgramos y la pureza de las preparaciones es
baja en muchos casos.
La gran mayora de metodos descritos tanto
a nivel analtico como preparativo para la puri-
cacion por cromatografa de alta resolucion de
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sustancias de naturaleza peptdica o similar inclu-
yen un modicador de la fase movil. En general,
los modicadores de los eluyentes son universal-
mente utilizados para estabilizar el pH y mejo-
rar la resolucion cromatograca. El modicador
mas utilizado es el acido trifluoroacetico (TFA).
Sin embargo, para el caso de moleculas anflicas
como los sintones que aparecen en las reacciones
de glicosidacion, estos modicadores no sirven a
nivel preparativo.
El procedimiento de la invencion se basa en la
cromatografa lquida de alta resolucion en fase
reversa (RP-HPLC) y en la utilizacion de agua
desionizada y acetonitrilo como fases moviles sin
ningun tipo de modicador del eluyente. En ta-
les condiciones, la resolucion y el rendimiento au-
mental signicativamente. Mediante el procedi-
miento de la invencion puede obtenerse hasta me-
dio gramo de sinton por carga (dos litros de ace-
tonitrilo y tres litros de agua desionizada), de una
pureza mayor del 99 % por cromatografa lquida
analtica de alta resolucion.
La novedad del procedimiento de la invencion
es el uso de simple agua desionizada para la puri-
cacion por cromatografa en fase reversa a nivel
preparativo.
Breve descripcion de las guras
Figura 1: Formula del sinton glicosilado de O-
(2,3,4,6 -tetra-O-acetil--D-galactopirano-
sil)-N-fluoren-9 -imetoxicarbonilo hidroxi-
prolina.
Figura 2: Perl de HPLC preparativo para la
puricacion de O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil--
D-galactopiranosil) -N-fluoren-9-ilmetoxi-
carbonil-hidroxiprolina a partir de la mez-
cla liolizada despues de la glicosidacion en
CH2Cl2 y procesado posterior.
Descripcion detallada de la invencion
El procedimiento de glicosidacion habitual es
el llamado metodo de glicosidacion asistida por el
grupo vecinal (\neighboring assited procedure"),
que se basa en la utilizacion de acidos de Lewis
para la formacion del enlace -D-glicosdico en
presencia de un grupo acetilo en posicion 2 del
azucar (grupo vecinal) [Paulsen H., Angew. Che-
mie Int. Ed. Engl. 29, 823-839, (1990)]. Cuando
el enlace se efectua entre un azucar y el grupo hi-
droxilo lateral de un aminoacido, como en el pro-
cedimiento de la invencion, se protegen las funcio-
nes alfa-amino y alfa-carboxilo del aminoacido.
En el procedimiento de la invencion se uti-
liza una simplicacion de este metodo [Elofsson,
M. y col., mencionado anteriormente], que con-
siste en utilizar el aminoacido solamente prote-
gido en su funcion amino, con lo cual se eluden
dos pasos de sntesis (proteccion/ desproteccion)
y se simplica el proceso obteniendose un con-
jugado entre aminoacido y azucar con todas sus
funciones protegidas excepto el grupo carboxilo
del aminoacido. Este procedimiento presenta el
inconveniente de que se produce un numero ele-
vado de impurezas, por lo que se hace necesa-
rio disponer de un metodo de puricacion ecaz,
como el que es objeto de la presente invencion.
Para la glicosidacion se parte de una sus-
pension de fluoren-9 -ilmetoxicarbonilo-aminoaci-
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do (Fmoc-AA) y pentaO-acetil--D -glicosido en
cloruro de metileno (CH2Cl2) recien destilado. Se
a~nade gota a gota eterato de trifluoruro de boro
(BF3.Et2O) hasta alcanzar una relacion molar en-
tre los tres reactivos de 10:8:25.
La mezcla de reaccion se mantiene bajo agi-
tacion durante 24 horas a temperatura ambiente.
La reaccion se para por adicion de acido ctrico
al 15 % con lo que se forma una fase acuosa y
una fase organica. Esta se lava tres veces con
acido ctrico al 15 % y se seca sobre sulfato sodico
(Na2SO4) anhidro. A continuacion se ltra y
se evapora a sequedad al vaco. El resduo se
suspende en agua/acetonitrilo (1:1) y el cloruro
de metileno que queda se elimina al vaco. La
suspension resultante se lioliza, obteniendose un
solio amorfo.
Para llevar a cabo el procedimiento de puri-
cacion, el solido liolizado se suspende en agua
o en una mezcla de agua/acetonitrilo y se carga
sobre un cartucho relleno de slica derivatizada
con cadenas alqulicas de cuatro eslabones (C4),
columna caracterstica de separaciones mediante
cromatografa lquida en fase reversa. La ex-
traccion de las sustancias absorbidas sobre el so-
porte se lleva a cabo mediante la tecnica de la
elucion en gradiente, esto es mediante la apor-
tacion de una cantidad creciente de un disolvente
miscible en agua desionizada (generalmente ace-
tonitrilo). Normalmente, la pendiente del gra-
diente esta comprendida entre 10 y 20 unidades
de porcentaje de acetonitrilo en 30 minutos.
El analisis de las fracciones recogidas se efec-
tua igualmente mediante cromatografa lquida de
alta ecacia analtica en fase reversa C18, en este
caso mediante la aportacion de una cantidad ja
de disolvente miscible en agua, generalmente ace-
tonitrilo (condiciones isocraticas). En el proce-
dimiento de la invencion esa cantidaf ja esta
comprendida entre el 55 % y el 65 % de aceto-
nitrilo en agua segun los casos. Las fracciones
que contienen el compuesto puro (99 % por HPLC
analtico) se reunen y la solucion nal se lio-
liza. El solido resultante se vuelve a analizar por
HPLC mediante la tecnica de elucion en gradiente
para comprobar la inexistencia de impurezas en
un rango amplio de polaridad. La identidad del
producto se comprueba por espectroscopa de ma-
sas y por resonancia magnetica nuclear de proton
y carbono-13.
Modo de realizacion de la invencion
Los diferentes sintones susceptibles de ser pu-
ricados por el metodo objeto de la presente in-
vencion tienen una estructura analoga. El azucar
puede estar protegido por otros grupos hidrofo-
bicos (acetilo, bencilo, benzoilo etc.) y el amino-
acido puede ser tambien serina, treonina o hidro-
xilisina (enlace O-glicosdico entre el glicosido y
el aminoacido) o asparagina y glutamina (enlace
N-glicosdico).
La reaccion de glicosidacion mediante la for-
macion de un enlace O-glicosdico se ha descrito
en el apartado anterior. Cuando se forma un
enlace N-glicosdico, la glicosidacion se lleva a
cabo mediante la formacion de un enlace amida
entre acido glutamico o acido aspartico, conve-
nientemente protegidos, y una 2,3,4,6-tetra-O-
acetil -glicosilamina. Se emplea como activador
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un grupo acilo del aminoacido un agente como di-
ciclohexilcarbodiimida (DCC) o diisopropilcarbo-
diimida (DIC) en presencia de hidroxibenzotria-
zol (HOBt). Alternativamente pueden emplearse
agentes derivados de HOBt como benzotriazol-1-
il-oxi-tris -(dimetilamino)-fosfonio (BOP) y simi-
lares.
En todos los casos el grupo N del aminoacido
esta protegido por una fucion fluoren-9-ilmeto-
xicarbonilo (Fmoc). Se propone como ejemplo
concreto de realizacion de la invencion la puri-
cacion de un sinton glicosilado de O-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil--D -galactopiranosil)-N-fluoren-
9-ilmetoxicarbonilohidroxiprolina (ver Figura 1).
Reaccion de glicosidacion:
Eterato de trifluoruro de boro (BF3.Et2O) se
a~nade gota a gota a temperatura ambiente sobre
una suspension de Fmoc-hidroxiprolina y penta-
O-acetil--D-galactopiranosa en CH2Cl2 recien
destilado hasta alcanzar una relacion molar en-
tre los tres reactivos de 25:10:8. La mezcla de
reaccion se mantiene bajo agitacion durante 24
horas a temperatura ambiente. La reaccion se
detiene por adicion de acido ctrico al 15 %. La
fase organica se lava tres veces con acido ctrico
al 15 %, se seca mediante adicion de Na2SO4, se
ltra y se concentra por evaporacion al vaco. El
residuo es suspendido en agua/CH3CN (1:1) y el
CH2Cl2 residual es evaporado al vaco. La sus-
pension resultante es sometida a liolizacion de
la que se obtiene un solido amorfo blanco.
Puricacion preparativa:
O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil--D- galactopirano-
sil) -N-fluoren-9-ilmetoxicarbonil-hidroxipropli-
na es puricada a partir del solido que proviene
de la reaccion de glicosidacion por cromatografa
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lquida de alta ecacia en fase reversa a escala
preparativa (ver Figura 2). Se utiliza como fase
estacionaria un cartucho DeltaPack C4 (marca
registrada de Millipore Corporation) de 47 mm
de diametro y 300 mm de largo, con 300 Ams-
trong de tama~no de poro y 15 m de tama~no
de partcula. 1.5 gramos de solido liolizado se
suspenden en 300 mL de agua/CH3CH (5:2) y
se aplican a traves de la bomba. La elucion se
lleva a cabo mediante un gradiente de CH3CN
(del 30 % al 47 % en 30 minutos) en agua desioni-
zada a un flujo de 100 mL.min−1. La deteccion se
efectua a 230 nm. La velocidad del papel es 0.25
cm.min−1. El analisis de las fracciones se lleva
a cabo tambien por cromatografa lquida de alta
ecacia, en volumen VYDAC C18 (marca regis-
trada de The Separations Group) de 4.6 mm de
diametro y 250 mm de largo, con 300 amstrong de
tama~no de poro y 5 m de tama~no de partcula.
La elucion se lleva a cabo con dos eluyentes: (A)
0.10% acido trifluoroacetico (TFA) en agua y (B)
0.08% TFA en agua/ CH3CN 1:4. Una valvula
selecciona las cantidades de ambos eluyentes an-
tes de introducir la mezcla en la columna. Para la
determinacion analtica se trabaja en condiciones
isocraticas al 66.6 % B, flujo de 1.5 mL.min−1 y
deteccion a 215 nm (0.016 unidades de absorban-
cia fondo de escala). Las fracciones que muestran
una pureza superior al 99.5 % por HPLC en las
condiciones descritas mas arriba son reunidas y
liolizadas.
En estas condiciones se obtienen 500 mg de O-
(2,3,4,6-tetra -O-acetil--D-galactopiranosil)-N-
fluoren-9 -ilmetoxicarbonil-hidroxiprolina de una
pureza superior al 99.5 % por HPLC.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de puricacion de aminoaci-
dos glicosilados aptos para la sntesis en fase so-
lida de glicopeptidos caracterizado porque los
conjugados entre aminoacido y azucar (sintones
glicosilados) obtenidos en la reaccion de glicosi-
dacion a partir de fluoren-9 -ilmetoxicarbonilami-
noacido (Fmoc-AA) y penta-O-acetil--D -glico-
sico (enlace O-glicosdico) o 2,3,4,6-tetra-O-acetil
-glicosilamina (enlace N-glicosdico) se someten a:
a) Suspension del sinton glicosilado en forma
de solido liolizado en agua o en una mezcla
de agua/acetonitrilo.
b) Carga de la suspension obtenida en a) sobre
un cartucho relleno de slica derivatizada
con cadenas alqulicas de cuatro carbonos
(C4) para proceder a la separacion de com-
ponentes mediante cromatografa lquida de
alta resolucion en fase reversa.
c) Extraccion de las sustancias absorbidas so-
bre el cartucho mediante la aportacion de
una cantidad creciente de un disolvente mis-
cible en agua desionizada en ausencia de
compuestos modicadores.
2. Procedimiento de puricacion de aminoaci-
dos glicosilados aptos para la sntesis en fase soli-
da de glicopeptidos segun la reivindicacion 1, ca-
racterizado porque la reaccion de glicosidacion
por enlace O-glicosdico se lleva a cabo mediante:
a) Adicion gota a gota de eterato de trifluoru-
ro de boro (BF3 .Et2O) sobre una suspen-
sion defluoren-9 -ilmetoxicarbonilaminoaci-
doypenta-O-acetil- -D-glicosido en cloru-
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ro de metileno hasta alcanzar una relacion
molar entre los reactivos de 25 (BF3.Et2O)
: 10 (Fmoc-AA) : 8 (penta - O - acetil -  -
D - glicosido).
b) Agitacion de la mezcla de reaccion obtenida
en a) durante 24 horas a temperatura am-
biente.
c) Adicion de acido ctrico al 15 % para dete-
ner la reaccion formandose una fase acuosa
y una fase organica.
d) Lavado de la fase organica obtenida en c)
con acido ctrico al 15 % en tres etapas.
e) Secado de la fase organica lavada obtenida
en c) sobre sulfato sodico anhidro.
f) Filtrado de la fase organica lavada y seca y
evaporacion a sequedad al vaco.
g) Suspension del resduo obtenido en f) en
agua/acetonitrilo (1:1) y eliminacion al
vaco del cloruro de metileno restante.
h) liolizacion de la suspension obtenida en g)
obteniendose un solido amorfo.
3. Procedimiento de puricacion de amino-
acidos glicosilados aptos para la sntesis en fase
solida de glicopeptidos segun las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque la extraccion de las
sustancias absorbidas sobre el cartucho se lleva
a cabo mediante la aportacion de acetonitrilo en
agua desionizada a concentraciones crecientes, es-
tando comprendida la pendiente del gradiente de
concentracion de acetonitrilo en agua entre 10 y
20 unidades de porcentaje de acetonitrilo en 30
minutos.
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